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Oponentsky posudek na disertaéni praci Mgr. Gabriely Svobodové

Pfedlozena disertacni prace Mgr. Gabriely Svobodové nazvana Detoxikaéni enzymy v patogenezi
jaterni steatdézy asociované s metabolickou dysfunkci byla vypracovana béhem autorcina
doktorandského studia na Farmaceutické fakulté UK v Hradci Kralové pod vedenim PharmDr. Ivy
Bousové, Ph.D. Prace je soucasti vyzkumu erudovaného tymu na Katedfe biochemickych véd FaF UK.
Mgr. Svobodova byla v letech 2021-2023 hlavni feSitelkou projektu Grantové agentury UK Zmény
v expresi a aktivité detoxikacnich enzymu pfi nealkoholové tukové chorobé jater, coz ukazuje, ze uz v
Z&dosti o grant jasné formulovala, co bude pfedmétem a cilem jeji disertani prace.

Prace je ¢lenéna do obvyklych &asti a je doplnéna kapitolou Podil autorky na tfech publikacich
zahrnutych v diserta¢ni praci, z niz je zfejmé, Zze autorka provadéla experimenty, analyzovala data a
podilela se na sepsani publikaci. U dvou publikaci je Mgr. Svobodova prvni autorkou. V$echny ffi
publikace jsou otistény ve velmi kvalitnich ¢asopisech, s IF 4,8, 6,0 a 6,3, s Q indexem 1-2. Tato
publika¢ni ¢innost je v souladu s pozadavky kladenymi na Ph.D. diserta¢ni praci.

Prace je napsana jasné a srozumitelné dobrou ¢estinou a dobfe se Cte. V Teoretické ¢asti autorka
definovala metabolickou dysfunkci asociovanou steatotickou chorobu jater (MASLD), popsala modely
této choroby a vliv MASLD na antioxida¢ni a biotransformacni enzymy a na epigenetické zmény,
pfedevSim mikroRNA (miRNA). Ve dvou tabulkach jsou pfehledné& shrnuty in vitro a in vivo modely
MASLD, které jsou v textu kriticky zhodnoceny.

Vlastni prace se zabyva mySim modelem MASLD, mySmi s obezitou indukovanou chemicky
novorozenym mladatim glutamatem sodnym a/nebo dietou. MASLD je pak charakterizovana
histologicky a genovou a proteinovou expresi antioxidacnich a biotransformaénich enzym0 a jejich
enzymovou aktivitou. V praci jsou sledovany a popsany kvantitativni zmény ur€itych miRNA, které
poukazuji na epigenetické zmény zpusobené touto chorobou.

Kapitola Material a metody dostate¢né popisuje pouzité postupy nebo odkazuje na pfislusné publikace.
Casovy pribéh pokusu je znazornén na prehledném schématu. K hodnoceni MASLD autorka pouZzila
histologické barveni jater, izolovala mRNA, kterou reverzné transkribovala a mRNA genovou expresi a
miRNA kvantifikovala pomoci qPCR. Ke kvantifikaci jednotlivych proteint byl pouzit Western blot a u
stanoveni specifickych aktivit jednotlivych antioxidacnich a biotransformacnich enzym je vzdy uveden
princip stanoveni téchto aktivit.

Vysledky jsou uvedeny prehledné, v obrazcich a tabulkach. Mikrofotografie jaternich fez( jsou velmi
povedené a prokazuji vyraznou jaterni steatézu u mysi s MASLD indukovanou chemicky a/nebo dietou.
ZvySené genové exprese lipogenetickych enzym( v jatrech rovnéz potvrzuji rozvoj MASLD.
Kvantifikace genové exprese hlavnich antioxidanich a biotransformaénich enzymu na urovni mRNA a
proteinl jsou fadné popsané a rozdily mezi genovymi expresemi a aktivitami enzymu jsou peclivé
okomentované. Referencni geny pro normalizaci exprese mRNA a kontrolni proteiny u Western blotd
slouzicich ke kvantifikaci enzym0 jsou dobfe zvolené.
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Dulezitym vysledkem, ktery je popsan v publikaci z roku 2021 je pfifazeni zvySené exprese dvou miRNA
k vyznamné snizené genové expresi glutationperoxidazy 7 (GPx7) in vitro v lidskych buné&énych liniich.
K dukazu pfimé interakce miRNA a cilového mista mRNA byl pouzit luciferazovy reportérovy test. Na
druhé strané, takova korelace nebyla zaznamenana ve vySe popsaném mySim modelu MASLD a
publikaci Svobodova et al., 2024. Zde byla identifikovana jina velmi signifikantné zvySena miRNA jako
disledek MASLD v téchto mySich, a to miR-200b-3p, ktera diky své stabilité by mohla byt markerem
této choroby.

Diskuse predklada souhrn literarnich Gdaju o poruchach antioxidaéniho systému v jatrech s MASLD,
které jsou ponékud kontroverzni. Autorka vysvétluje nejednoznacnost téchto vystupl. Diskuse vlastnich
vysledkl je pecliva a kriticka.

K praci mam nékolik formalnich otazek a nékolik obecnych dotazu.

1) Myslite, Ze bude pro MASLD vyvinuta spolehliva neinvazivni diagnosticka metoda? Myslite si,
Ze to bude spiSe zobrazovaci nebo biochemicka ¢i molekularné-geneticka metoda?

2) Vidite uplatnéni lidského analogu mysi miR-200b-3p spiSe v diagnostice jako marker MASLD
nebo v terapii lidské MASLD?

3) Da se predpokladat, ze kdyz je ur€ita miRNA zastoupena ve vysoké koncentraci v krevni
plasmé, bude ve vysoké koncentraci (vzhledem k jinym miRNA) zastoupena i v cytoplasmé
urcitého typu bunék?
fruktozy) pozorovana vyssi incidence MASLD? Jsou Eskymaci zZivici se tradicné ketogenni
stravou méné nachylni k MASLD? Existuji studie o jednostranné zZivenych skupinach lidi ve
vztahu k nachylnosti &i incidenci MASLD?

5) U obrazkd OGTT, SOD a CAT, GPx a GST, biotransformacnich enzymi a u tabulky mRNA
exprese lipogenetickych enzymu chybi pocet mysi ve skuping, a to jak v disertaéni praci, tak
v publikovaném ¢lanku Svobodova et al., 2024. Z Western blotu si Ize poCet mySi v jednotlivych
skupinach spocitat, ale po¢et mysi ve skupinach se obvykle v legendé obrazkl nebo tabulek
udava.

6) V ¢lanku Svobodova et al., 2024 je v kapitole 3.3 se piSe, Ze aktivity enzymU se stanovovaly
v poolovanych vzorcich. Bylo-li tomu tak, mélo by byt uvedeno pod obrazky enzymovych aktivit,
¢eho se tykala statistika — pocitaly se pradméry jednotlivych méfeni poolovaného vzorku? Kolik
téch méfeni bylo? Je mozné stanovit enzymoveé aktivity jednotlivych vzorku a ty pak statisticky
zpracovat, coz povazuji za spravnéjsi?
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Zavérecné hodnoceni:

Vzhledem k tomu, Ze Mgr. Svobodova ve své disertaCni praci prokazala schopnost samostatné védecké
prace, jednozna¢né ji doporucuji k obhajobé jako podklad pro udéleni titulu Ph.D. v oboru
xenobiochemie a patobiochemie ve smyslu pfisluSnych pravnich norem. Zavérem bych rada shrnula,
ze predkladana disertaCni prace je velmi kvalitni a pfinasi originalni a vyznamné vysledky. Autorka
jednoznacné prokazala, Zze je schopna nejen provadét naroéné experimenty, ale také pracovat s
literaturou a vysledky prehledné a poutavou formou prezentovat. Pfedkladana disertacni prace splnuje
v8echna pozadovana kritéria. Doporucuji proto, aby byl autorce po jejim obhajeni udélen titul Ph.D.

V Praze 16.12.2024 Ing. Blanka Zelezna, CSc
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